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(57) Abstract 

Disclosed are compounds having formula 
(I) wherein the radicals R, R*, R^ R^ 
and R^. as well as I. m, and n have the meaning 
indicated in the description, and the production 
of said compounds. The new compounds can 
be used to combat illness. Also described 
are compounds having formula (II) wherein the 
radicals R, R^ R^, R^» R^ and R*, as well 
as I. m, and n have the meaning indicated in 
claim 1, and compounds having formula (III) 
wherein 1 and R have the meaning indicated in 
claim 1 and Y is an N protective group, or N- 
terminal protected or unprotected amino acid or 
represents H, 

(57) Zusammenfassung 
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Es werdcn Vcrbindungen der Formel 
(I), worin die Reste R, R», R^, K\ R^ und 
r6 sowic I, m und n die in der Bcschreibung 
angegebene Bedeutung besitzen, sowie 
deren Herstellung beschrieben. Die neuen 
Vcrbindungen eigncn sich zur Bekampfung 
von Krankhciten. Ausserdem werden auch 
Vcrbindungen der Formel (II), worin die Reste 
R, R', R2, R3, R^ R5 und R* sowie 1, m und 
n die in Anspruch 1 genannten Bcdeutungcn 
besitzen, und Vcrbindungen der Formel (III), 
worin 1 und R die Bedeutung gemSss Anspruch 

1 besitzt und Y cine N-Schutzgruppc, cine N-tcrminal gcschtltztc oder ungeschUtzte Aminosaurc oder H bedeutet. beschrieben. 
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DIPEPTIDISCHE BENZAMIDINE ALS KININOGENASEN-INHIBITOREN 
Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Benzamidine, ihre 
Herstellung und ihre Verwendung als kompetitive Inhibitoren 
von Trypsin- ahnlichen Serinproteasen, besonders Thrombin und 
Kininogenasen wie Kallikrein. Die Erfindung bezieht sich auch 
10 auf pharmazeutische Zusammensetzungen, die die Verbindungen 
als aktive Bestandteile enthalten, sowie die Verwendung der 
Verbindungen als Thrombininhibitoren, Antikoagulantien und als 
antiinf lammatorische Agenzien. 

15 Thrombin geh6rt zur Gruppe der Serinproteasen und spiel t als 
terminales Enzym in der Blutgerinnungskaskade eine zentrale 
Rolle. Sowohl die intrinsische als auch die extrinsische 
Gerinnungskaskade fuhren uber mehrere Versttrkungsstuf en zur Ent- 
stehung von Thrombin aus Prothrombin. Die thrombinkatalysierte 

20 Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin leitet dann die Blutgerinnung 
\ind die Aggregation der Thrombozyten ein, die ihrerseits durch 
die Bindung von Plcittchenf aktor 3 und Gerinnungsf aktor XIII sowie 
eine ganze Reihe von hochaktiven Mediatoren die Thrombinbildung 
verstarken. 

25 

Thrombinbildung und -wirkung sind zentrale Ereignisse bei der 
Entstehung sowohl von weiBen, arteriellen als auch von roten, 
venosen Thromben und daher potentiell wirksame Angriff spunk te fur 
Pharmaka. Thrombininhibitoren sind im Gegensatz zu Heparin in der 

30 Lage, unabhangig von Kofaktoren gleichzeitig die Wirkungen von 
freiem Thrombin als auch an Thrombozyten gebundenes vollst^ndig 
zu heramen. Sie kdnnen in der Akutphase thromboembolische 
Ereignisse nach perkutaner transluminal er koronarer Angioplastie 
(PTCA) und Lyse verhindern und als Antikoagulantien in der 

35 extrakorporalen Zirkulation {Herz-Lungen-Maschine, Hamodialyse) 
dienen. Sie konnen auch allgemein zur Thromboseprophylaxe, 
beispielsweise nach chirurgischen Eingriffen dienen. 

Es ist bekannt, dafl synthetische Argininderivate die Enzym- 
40 aktivit^t des Thrombins beeinf lussen, indem sie mit dem aktiven 
Serinrest der Protease Thrombin in Wechselwirkung treten. Peptide 
auf der Basis Phe-Pro-Arg, in denen die N-terminale Aminosaure in 
der D-Form vorliegt, haben sich als besonders gunstig erwiesen. 
D-Phe-Pro-Arg-isopropylester ist als kompetitiv wirkender 



45 Thrombininhibitor beschrieben (C.Mattson u.a., Folia Haematol, 
Ifla, 43 bis 51, 1983) . 



20 



WO 98/06740 ^ PCT/EP97/04105 

Die Derivatisierung des C-Terminus Arginin zum Aldehyd fuhrt zu 
einer VerstSrkung der Inhibitorwirkung. So sine eine Vielzahl 
von Arginalen beschrieben, die die Hydroxy Igruppe des "aktiven" 
Serins halbacetalisch zu binden vermogen (EP 185390, 479489. 
5 526877, 542525; WO 93/15756, 93/18060). 

Die thrombininhibitorische Wirksamkeit peptidischer Ketone, 
fluorierter Alkylketone, sowie von Ketoestern, BorsSurederivaten, 
PhosphorsSureestern und a-KetocarbonsSureamiden ist ebenfalls mit 
10 dieser Serin-Wechselwirkung erklSrbar (EP 118280. 195212, 362002. 
364344, 410411, 471651, 589741, 293881, 503203, 504064. 530167; 
WO 92/07869, 94/08941) . 

Bei den von J. Oleksyszyn u.a. in J. Med. Chem. 37, 226 bis 231 
15 (1994) beschriebenen peptidischen 4-Amidinophenyl-glycinphospho- 
nat-diphenylestem handelt es sich urn irreversible Throrabin- 
inhibitoren mit unzureichender SelektivitSt gegeniiber anderen 
Ser inproteasen . 

in DE 3 108 810, WO 93/11152 und EP 601 459 sind Agmatin und 
damit Arginin -Derivate beschrieben, die keine Wechselwirkung mit 
dem aktiven Serin der Ser inproteasen eingehen k6nnen. 

WO 94/29336. EP 0 601 459 und WO 95/23609 stellen eine Weiter- 
25 entwicklung dar. wobei der Agmatin- durch einen Arylamidinrest 
ersetzt ist. 

Kininogenasen sind Ser inproteasen, die aus Kininogenen vasoaktive 
peptide, die sog. Kinine (Bradykinin, Kallidin und Met-Lys- 
30 bradylinin) . freisetzen. Kininogene stellen multif unktionale 
proteine dar, die in Kaskadenreaktionen der Gerinnung und Ent- 
zundung auftreten. Als Inhibitoren schutzen sie Zellen vor der 
Zerstorung durch Cystein-Proteasen (Muller Esterl, ISLfii. FEBS 
Lett, lai, 310-314) . 

35 

wichtige Kininogenasen sind Plasma-Kallikrein, Gewebs-Kallikrein 
und Mastzellen-Tryptase. 

Kinine wie Bradykinin und Kallidin sind vasoaktive Peptide, die 
40 eine Vielzahl biologischer Prozesse beeinf lussen, Sie spielen in 
entzundlichen Prozessen eine wesentliche Rolle. Durch Erhdhung 
der vaskuiaren Perroeabilitat fiihren sie zu Hypotension und 
dderaen. Weiterhin sind sie sehr potente schmerzproduzierende 
Autacoide und haben als zellulSre Mediatoren in der Pathophysio- 
45 logie des Asthmas, der allergischen Rhinitis und der Arthritis 
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groSs B6CL6utung (K,D. Bhoolai CD. Figuciroa/ K. V/orthy, PharrriS- 
cological Reviews 1992, M (1), 1-80). 

Unabhangig von den Mechanismen, die entziindlichen Prozessen 
5 zugrundeliegen, kommt es zum Austritt von Flussigkeit aus den 
Blutgefafien, die alle Protein-Systerae des zirkulierenden Blutes 
enthalt. Das bedeutet, dafi der Austritt von Plasmaf lussigkeit aus 
den GefaBen in Krankheiten wie Asthma, Rhinitis und entzundungs- 
bedingten inneren Krankheiten eine Rolle spielt. Besonders in 
10 allergischen Prozessen wird dabei Mastzell -Tryptase freigesetzt 
(Salomonsson et al.. Am. Rev, Respir. Dis. , 1992, 146> 
1535-1542) . 

Die Arginin-Chloromethylketone H- (D) -Pro-Phe-Arg-CHsCl und 
15 H- (D) -Phe-Phe-Arg-CH2-Cl wurden von Kettner und Shaw als Plasma- 
Kail ikreininhibitoren beschrieben {Biochem. 1978, 17, 4778-4784 
und Meth, Enzym. 1981, flfi/ 826-842). 

Verschiedene synthetische Derivate von Benzamidinen und Benzyl - 
20 aminen erwiesen sich als Inhibitoren von Plasmakallikrein, wobei 
die Benzamidine eine wesentlich st^rkere inhibitorische Wirkung 
aufweisen (F. Markward, S. Drawert, P. Walsmann, Biochemical 
Pharmacology 1974, 21, 2247-2256). 

25 Auch PKSI-527, das Hydrochlorid von N- (trans-4 -aminomethyl- 
cyclohexy Icarbonyl ) ' L - phenylal anin • 4 - carboxyme thyl - ani lid, 
ist ein wirksamer Inhibitor fur diese Kininogenase (Wanaka, 
Ohamoto et al., Thromb. Res. 1990, 51 (6), 889-895). 

30 Gegenstand der Erflndung sind Verbindungen der Formel I 
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Rl-(CH2)m-C -(CH2)n -N-C-CO - N (CHj)! 
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NH 
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NH 



NH3 



45 worin die Reste R, R^, R^, R^, r4, rS und R^ sowie 1, m und n 
folgende Bedeutungen besitzen: 
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0 Oder 1, 

0,1 Oder 2, 

0,1 Oder 2, 

H Oder Ci.4-AlJ^yl-' 

HOOC-, Ci-e-Alkyl-OOC- , Benzyl -OOC- Oder -OH, 

Ci.4-Alk;yl- Oder Ri-(CH2)m-/ 
H- Oder Ci.4-Alkyl-, welches durch -OH oder -COOH 
substituiert sein kann, 

Ci-4-Alkyl-, H00C-Ci.4-alkylen-, 
Ci.8-Alkyl-, Cycloalkyl- (CR8R5)r-* (r = O oder 1, r8, 
r9 = Cycloalkyl- oder C1.4 -Alkyl- ) , worin bis 
zu vier CH2-Gruppen des Cycloalkylrestes unabhangig 
voneinander durch CRI^rh (rio = H-oder Ci.4-Alkyl-, 
Rii = Ci.4-Alkyl-) und/oder die an CR^rs gebundene 
CH-Gruppe des Cycloalkylrestes durch CR^^ 
{Ri2 = Ci.4-Alkyl-) ersetzt sein konnen und/oder eine 
Oder zwei C-C-Einf achbindung (en) im Ring durch eine 
C=C-Doppelbindung ersetzt sein konnen, 

Ci.4-Alkyl- Oder 



20 



r4 und R5 



zusammen -CH2-CH2-CH(r7) 
Cyclohexyl- ) 



(R*^ = Phenyl- oder 



r2 und R5 zusammen -CH2-CH2- oder •CH2-CH2-CH2- , worin ein Wasser- 
25 stoffatom durch Ci.4-Alkyl-, Phenyl- oder Cycloalkyl- 

ersetzt sein kann, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertrSglichen Sauren, 

30 Die durch -NR^ -C (R^R^) -CO-dargestellten Aminosaurereste sind 
vorzugsweise (D) -konf iguriert, das 3 , 4 -Dehydroprolin bzw. die 
4, 5-Dehydropipecolinsaure vorzugsweise (L) -konf iguriert. 



Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, worin die Gruppe 



35 



R2 



Rl (CH2)in C (CH2)n 



40 



R3 



H00C-(CH2)t- (t = 1, 2 Oder 3), (HOOC-CH2) 2-CH- , (HO-CH2) 2CH- , 
H00C-CH2-CH(C00H) HOOC -CH (CH2 ■CH2 -OH) - , HOOC-CH (Ci-4-Alkyl) - , 
45 Ci.4-Alkyl-OOC-CH2-, Benzyl- OOC -CH2- ist. 
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und worin die Gruppe 
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5 

I 

N - 



R5 
I 

c ■ 

I 

R6 



CO 



15 



20 



10 Rd 




R9 Ra 
Rb 



R"= 



jjjj ^ CO — , R'' = Cyclohexyl- Oder Ci.4-Alkyl-) 

I {Rc, R-J, R«, Rh = H- Oder 

Rh Ci.4-Alkyl-, wobei die CHz-Grup- 

pen des Ringes einfach oder 
zweifach substituiert sein kon- 

Re Rf ' 




R9 



NH CH CO 



25 



Ri 



N CH CO 



30 



35 



' NH CH CO 



(Ri) = Phenyl- Oder Cyclohexyl-) 



Rj = Cyclopentyl-, Cycloheptyl - , 

1-Adamantyl-, l-Norbornyl- , 
1 -Bicyclo [2.2.2] octyl - , 
Neopentyl - , tert , -Butyl ■ , 
Diisopropylmethyl - Oder 
1- (1, 4-Cyclohexadienyl- ) ) 



40 bedeutet, wobei dieser Baustein vorzugsweise D-konf iguriert ist, 
1 0 ist und 



H- Oder CH3- ist. 



45 
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Bevorzugt sind weiter Verbindungen der Formel I, worin die Gruppe 

R2 



Rl — (CH2)m — C — (CH2)n 



R3 



10 H00C-(CH2)t- (t = 1, 2 Oder 3), (HOOC-CHj) 2 "CH- , (HO-CH2) 2CH- , 
H00C-CH2-CH{C00H) HOOC-CH (CH2-CH2-OH) - , HOOC -CH (C1.4 - Alkyl) - , 
Ci.4-Alkyl-OOC-CH2-, Benzyl -OOC-CH2 - ist, 



15 



und worin die Gruppe 



N — C — CO 



20 



R6 



25 



30 



R« R* 




NH 



Re Rf 



C — CO — t (R*/ R*^ = H, Cyclohexyl- Oder C1.4 -Alkyl-) 

I (BP, R*^, Re, R^, Rh = H- Oder 

Rh C1.4 -Alkyl-, wobei die CHa-Grup- 

pen des Ringes einfach oder 
zweifach substituiert sein kon- 
nen) , 



R9 



35 — NH CH CO 



40 



45 
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(Ri) = Phenyl- oder Cyclohexyl-) 



n- 

N CH CO — 



5 



NH CH — CO' 



10 



cyclopentyl- , Cycloheptyl - , 

1 - Adamantyl - , 1 - Norborny 1 - , 
1-Bicyclo [2.2.2] octyl- , 
Neopentyl - , tert . -Butyl - , 
Diisopropylmethyl - oder 
1 - (1,4- Cyclohexadieny 1 - ) ) 



bedeutet, wobei dieser Baustein vorzugsweise D-konf iguriert ist, 

1 1 ist und 

R H- Oder CH3-ist. 

20 

Bevorzugt sind auch Verbindungen mit dem strukturellen Element 
der Forme 1 




worin 1 = 0 oder 1 und R = H oder Ci-C4-Alkyl, insbesonder CH3, 
bedeutet . 

35 Als Zwischenverbindungen sind Verbindungen der Formel II bevor- 
zugt 



40 



45 



wo 98/06740 
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r2 R4 r5 

I I I 

Rl-(CH2)m-C -(CH2)n -N-C-CO 



R3 



R« 



(CH2)i 

CO 



II, 



10 



NH 



CH2 




CN 



worin die Gruppe 

15 

I 

Rl (CH2>n C (CH2)n 

I 

20 

H00C-{CH2)t- (t = 1, 2 Oder 3), (HOOC-CH2)2-CH-, (HO-CH2)2CH- , 
HOOC-CH2-CH(C00H) HOOC-CH (CHg -CHj -OH) • , HO0C-CH{Ci.4-Alkyl) - . 
Ci-4-Alkyl-OOC-CH2-, Benzyl - OOC - CH2 - ist, 

25 

R4 R5 

und worin die Gruppe I I 

— N — C — CO — 

30 I 



35 



40 



45 
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10 



Re Rf 
Rd-T^R^ Ra 
Rc 

NH — c — CO — . (R^. = H, Cyclohexyl- oder Ci-4-Alkyl-) 

I (Rc, Rd, Re, Rf, Rg, Rh = H- Oder 

j^h Ci.4-Alkyl-, wobei die CH2-Grup- 

pen des Ringes einfach oder 
zweifach substituiert sein kon- 
Re Rf nan) , 

R9 



15 NH CH CO ■ 



N CH CO 

R:i 



(Ri) = Phenyl- oder Cyclohexyl-) 



25 NH— -1 CO — " Cyclopentyl-, Cycloheptyl- , 

l-Adamantyl- / 1-Norbornyl-, 
l-Bicyclo[2 .2.2]octyl-, 
Neopentyl - , tert . -Butyl ■ , 
Diisopropylmethyl - oder 
1- (1/4-Cyclohexadienyl-) ) 

30 



bedeutet, wobei dieser Baustein vorzugsweise D-konf iguriert ist, 
35 1 0 Oder 1 ist und 
R H- Oder CH3- ist. 

Weiterhin sind als Zwischenstuf en die Verbindungen der Formel 

40 




III, 

45 



wo 98/06740 



10 
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infceressant, worin 1 und R die Bedeutung gemafl Anspruch 1 be- 
sitzt und Y eine N-Schutzgruppe, eine N- terminal geschutzte 
Oder ungeschiitzte Aminosaure Oder H- bedeutet, 

5 Bevorzugte Verbindungen der Formel III sind diejenigen, in denen 

Y BOC-, Boc-Cha-, H-Cha-, Boc-Chg-, H-Chg Oder H, 

1 =0 Oder 1 und R = H Oder CH3 bedeuten, 

10 

Folgende Substanzen sind besonders bevorzugt: 

1. HOOC-CH2- (D) -Cha-Pyr-NH-4-amb 

2. HOOC- (CH2)2- (D) -Cha-Pyr-NH-4-ainb 
15 3. (HOOC-CH2)2CH- (D) -Cha-Pyr-NH-4-amb 

4. (HO-CH2)2CH- (D) -Cha-Pyr-NH-4-ainb 

5. H00C-CH2-CH(C00H) ■ (D) -Cha- Pyr -NH- 4 - amb 

6. HOOC-CH2- (D) - Chg-Pyr-NH-4-amb 

7. H00C-CH2- (D) - (a-Me)Cha-Pyr-NH-4-amb 
20 8. HOOC-CH2- (D,L) - (l-Me)Cha-Pyr-NH-4-amb 

9. HOOC-CH2- (D,L) - (P,p-Me2)Cha-Pyr-NH-4-ainb 

10. HOOC-CH2- (D,L) - (trans 4-Me)Cha-Pyr-NH-4-amb 

11. HOOC-CH2- (D,L) -Cycloheptylalanin-Pyr -1^-4-31:03 
12 . HOOC-CH2- (D,L) -l-Adamantylalanin-Pyr-2aH-4 -amb 

25 13. HOOC-CH2- (D,L) •2-Norbornylglycin-Pyr-NH-4-amb 

14. HOOC-CH2- (D,L) - (3,3-Me2)Cha-Pyr-NH-4-amb 

15, HOOC-CH2- (D) -tert* -Butylalanin-Pyr-NH-4-ainb 

16 . HOOC-CH2- (D,L) (1, 4-Cyclohexadien-l-yl) alanin-Pyr-NH-4 -atnb 
17. HOOC-CH2- (D) -Cha-Dep-NH-4-amb 
30 18. HOOC-CH2- (D) -Chg-Dep-NH-4 -atnb 
19 . HOOC-CH2- (D,L) -Dch-Pyr-NH-4-amb 

Hier wie auch in den Beispielen werden folgende Abkurzungen 





verwendet : 


35 








amb = 


amidinobenzyl 




Boc = 


tert, -Butyloxycarbonyl 




Cha = 


Cyclohexylalanin 




Chea = 


Cycloheptylalanin 


40 


Chg = 


Cyclohexylglycin 




Dch = 


Dicyclohexylalanin 




Dpa = 


Diphenylalanin 




Me = 


Methyl 




Pyr = 


3 , 4 -Dehydroprolin 


45 


Dep = 


4 , 5 -Dehydropipecolinsaure 



wo 98/06740 n PCT/EP97/04105 

Fur den Fall, daB -nr*-CR5r«-C0- ein Cyclohexylalanin-Rest ist. 
wurden die einzelnen C-Atome wie folgt bezeichnet: 



10 



15 



20 




Die Verbindungen der Formal I konnen als solche Oder in Forra 
ihrer Salze mit physiologisch vertrSglichen Sauren vorliegen. 
Beispiele fur solche Sauren sind: Salzsaure, Zitronensaure, Wein- 
saure, MilchsSure, Phosphorsaure , Methansulf onsSure, EssigsSure, 
AmeisensSure, Maleinsaure, FumarsSure, Bernsteinsaure, Hydroxy- 
bemsteinsaure. Schwef els^ure, GlutarsSure, AsparaginsSure, 
Brenztraubensaure, Benzoesaure, Glucuronsaure . OxalsSure. 
Ascorbinsaure und Acetylglycin. 

Die neuen Verbindungen der Formel I lassen sich bei f olgenden 
Indikationen einsetzen: 



Krankheiten, deren Pathomechanismus direkt Oder indirekt auf 
25 der proteolytischen Wirkung von Thrombin beruht, 

Krankheiten, deren Pathomechanismus auf der thrombinab- 
hangigen Aktivierung von Rezeptoren und Signaltransduktionen 
beruht , 



30 



35 



40 



Krankheiten, die mit Stimulation [z.B. durch PAI-1, PDGF 
(platelet derived growth factor), P-Selectin, ICAM-1, Tissue 
Factor] Oder inhibition (z.B. NO-Synthese in Glattmuskelzel - 
len) von Genexpressionen in Korperzellen einhergehen, 

Krankheiten, die auf der mitogenen Wirkung von Thrombin 
beruhen, 

Krankheiten, die auf einer thrombinabhangigen Kontraktili- 
tats- und Permeabilitatsveranderung von Epithelzellen 
(z.B. GefaBendothelzellen) beruhen. 



thrombinabhangige, thromboembolische Ereignisse wie tiefe 
venen thrombose. Lungenembolie, Myocard- Oder Cerebralinf arkt, 
45 vorhof f limmern, Bypassverschlufi, 



disseminierte intravasale Koagulation (DIG) , 
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Reokklusion und zur Verkiirzung der Reperf usionszeit bei 
Komedikation mit Thrombolytika wie Streptokinase, Urokinase, 
5 prourokinase, t-PA, APSAC, Plasminogenaktivatoren aus den 

Speicheldrusen von Tieren sowie die rekombinanten und 
mutierten Formen all dieser Substanzen, 

das Auftreten von f ruber Reokklusion und spater Rest- 
10 enosierung nach PTCA, 

die thrombinabhangige Proliferation von Glattmuskelzellen, 

die Akkumulation aktiven Thrombins im ZNS (z.B. bei 
15 M. Alzheimer) , 

das Tumorwachstum sowie gegen die Adhesion und Metastasierung 
von Tumor zellen. 

20 Insbesondere lassen sich die neuen Verbindungen zur Therapie und 
Prophylaxe von thrombinabhangigen thromboembolischen Ereignissen 
wie tiefen Venenthrombosen, Lungen emboli en, Myocard- oder Cere- 
bralinfarkten und instabiler Angina, weiterhin zur Therapie der 
Disseminierten Intravasalen Koagulation (DIG) einsetzen. Weiter 

25 eignen sie sich zur Kombinationstherapie mit Thrombolytika wie 
Streptokinase, Urokinase, Prourokinase, t-PA, APSAG und anderen 
Plasminogenaktivatoren zur Verkiirzung der Reperf usionszeit und 
Verlangerung der Reokklusionszeit . 

30 Weitere bevorzugte Anwendungsgebiete sind die Verhinderung 

thrombinabh^ngiger fruher Reokklusion und spater Restenosierung 
nach perkutaner transluminaler koronarer Angioplasie, die Ver- 
hinderung thrombininduzierter Proliferation glatter Muskelzellen, 
die Verhinderung der Akkumulation aktiven Thrombins im ZNS (z.B. 

35 bei M. Alzheimer), die Tumorbek^mpf ung und die Verhinderung von 
Mechanismen, die zu Adhesion und Metastasierung von Tumorzellen 
f uhren. 

Die neuen Verbindungen lassen sich auch zur Beschichtung von 
40 kunst lichen OberflSchen wie Hamodialysemembranen und den dazu 
erforderlichen Schlauchsystemen und Leitungen sowie von Oxy- 
genatoren der extravasalen Zirkulation, Stents und Herzklappen 
verwenden. 



45 Die neuen Verbindungen lassen sich weiter bei Krankheiten 
einsezen, deren Pathomechanismus direkt oder indirekt auf 
der proteolytischen Wirkung von Kininogenasen, insbesondere 



10 
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Kallikrein beruht z.B. bei Entziindungskrankheiten wie Asthma, 
Pankreatitis, Rhinitis, Arthritis, Urticaria uhd anderen inneren 
Entzundungskrankheiten . 

5 Der besondere Vorteil der neuen Verbindungen liegt darin, daB 
sie durch Austausch von Prolin gegen 3 , 4 -Dehydroprolin und durch 
Austausch von PipecolinsSure gegen 4,5-Dehydropipecolinsaure eine 
verbesserte pharmakologische Wirkung zeigen und sich daher von 
den in WO 94/29336 beschriebenen Verbindungen hervorheben. 

Die erfindungsgemSBen Verbindungen kSnnen in ublicher Weise oral 
Oder parenteral (subkutan, intravenos, intramuskular , intraperi- 
toneal, rektal) verabfolgt werden. Die Applikation kann auch mit 
Dampfen oder Sprays durch den Nasen-Rachenraum erfolgen. 

15 

Die Dosierung hangt vom Alter, Zustand und Gewicht des Patienten 
sowie von der Applikationsart ab. In der Regel betrSgt die 
tagliche Wirkstof fdosis pro Person zwischen etwa 10 und 2000 mg 
bei oraler Gabe und zwischen etwa 1 und 200 mg bei parenteraler 
20 Gabe. Diese Dosis kann in 2 bis 4 Einzeldosen oder einmalig am 
Tag als Depotform gegeben werden. 

Die neuen Verbindungen konnen in den gebrduchlichen galenischen 
Applikationsformen fest oder flussig angewendet werden, z.B. als 

25 Tabletten, Filmtabletten, Kapseln, Pulver, Granulate. Dragees, 
suppositorien, L6sungen, Salben, Cremes oder Sprays. Diese werden 
in ablicher weise hergestellt. Die Wirkstof fe kdnnen dabei mit 
den liblichen galenischen Hilfsmitteln wie Tablettenbindern, Full- 
stoffen, Konservierungsmitteln, Tablettensprengmitteln, FlieB- 

30 reguliermitteln, Weichmachern, Netzmitteln, Dispergiermitteln, 
Eraulgatoren, Ldsungsmitteln, Retardierungsmitteln. Antioxidantien 
und/oder Treibgasen verarbeitet werden (vgl. H. Sucker et al.: 
Pharmazeutische Technologie. Thieme-Verlag. Stuttgart, 1978) . 
Die so erhaltenen Applikationsformen enthalten den Wirkstof f 

35 normalerweise in einer Menge von 0,1 bis 99 Gew.-%. 

Experimenteller Teil 

Die Verbindungen der Formel I lassen sich entsprechend Schemata 
40 I-III darstellen. 



45 



ft • 
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I 

wobei A fur Ri — (CHz)™ — C — (CH2)n 

I 

R3 



R4 r5 



B fiir 

10 



C fur 

15 



-f- N C CO -4- 



r6 



<^ (CH2)i 



O 
R 



D fur ^ ^-^-'^"^v/ steht 




und E die in den Schemata angegebene Bedeutung besitzt. Die Reste 
25 R, R^/ R2, R^/ R^/ und R^ sowie 1, m und n haben die oben 
angegebene Bedeutung - 

Die Bausteine A, B, C und D warden vorzugsweise vorher separat 
aufgebaut und in geeignet geschutzter Form (siehe Schema I -III) 
30 eingesetzt. 

Die Verbindungen der Forme 1 I lassen sich ausgehend von den ent- 
sprechend geschutzten Bausteinen A, B, C, D und E nach Schema 
I-III herstellen. 

35 



40 



45 
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Schema I 
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10 



(P) 

15 

(P) 



(P) 

20 (P) 
(P) 
H 

25 



P 

(U) 



H 



OH 



CN 



•CN 



•CN 



■CN 



•CN 



•CN 



< 



NH2 
NH 

NH2 



(p = Schutzgruppe, (P) = Schutzgruppe Oder H, (U) = Abgangsgruppe 
Oder gegebenenfalls Aldehyd bzw. Keton, siehe nachf olgenden Text) 

30 Schema I beschreibt den linearen Aufbau des Molekiils I durch 
Kupplung des Amins H-D-CN mit der N-geschutzten Aminosaure 
P-C-OH zu P-C-D-CN, Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe 
zu H-C-D-CN, Kupplung mit der N-geschiitzten Aminosaure P-B-OH 
zu P-B-C-D-CN, Abspaltung der Schutzgruppe P zu H-B-C-D-CN, 

35 anschlieBende Alkylierung mit dem gegebenenfalls geschutzten 
(P) -A-U-Baustein (U = Abgangsgruppe) Oder reduktive Aminierung 
mit (P)'A'-U (U = Aldehyd, Keton) oder Michael -Addition mit einem 
geeignetem (P) -A" -C=C-Derivat zu (P) -A-B-C-D-CN. Die Umwandlung 
der Nitrilfunktion in die Amidingruppe erfolgt entweder uber 

40 die klassische Pinner -Synthese (R. Boder, D.G. Neilson, Chem. 
Rev. 1962, Si, 179) Oder iiber eine modifizierte Pinner -Synthese, 
die uber Iminothioestersalze als Zwischenstuf e abiauft 
(H, Vieweg et al., Pharmazie 1984, 23., 226) oder direkt nach 
der Methode von A. Eschenraoser Helv, Chimica Acta £2. (1986) 1224. 

45 Anschlieflend werden im Molekiil noch vorhandene Schutzgruppen 
vorzugsweise durch saure Hydrolyse abgespalten. 
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Wird der Baustein D als H-D-CONH2 in der Synthese eingebaut, so 
erfolgt auf einer der geschiitzten Zwlschenstuf en die Dehydrati- 
sierung der Amid- zur Nitrilf unktion. 

5 Schema II 



" (p) 
(p) 
(p) 

15 

(P) 
(P) 

20 (P) 
(P) 
(P) 

25 

(P) 
H 

30 



(U) H 



OH H- 



■OH H- 



■CN 



■CN 



< 



NH2 

S-Alkyl 



< 



NH2 



Schema II beschreibt den linearen Aufbau des Molekiils I durch 
Alkylierung, reduktive Aminierung Oder Michael -Addition von H-B-P 
an entsprechend geeignete gegebenenf alls geschutzte A-Bausteine 
zu (P)-A-B-P, Abspaltung der C-terminalen Schutzgruppe zu 
35 (P)-A-B-OH, Kupplung mit H-C-P zu (P)-A-B-C-P, Abspaltung der 
C-terminalen Schutzgruppe zu (P) -A-B-C-OH, Kupplung mit H-D-CN 
zu (P) -A-B-C-D-CN und Umsetzung dieses Zwischenprodukts zum 
Endprodukt analog Schema I. 

40 Bei Verbindungen (P)-A-B-P mit noch freier NH-Funktion an B mufl 
diese vor Abspaltung der C-terminalen Schutzgruppe noch mit einer 
geeigneten Schutzgruppe versehen werden. Die jeweils verwendeten 
Schutzgruppen mussen orthogonal zueinander sein. 



45 
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Alternativ zum H-D-CN-Baustein kann auch H-D-CONH2. H-D-C (NH)NH2 , 
H-D-C(NP)NH2, H-D-C{NP)NHP eingesetzt werden, wobei im ersten Fall 
das gekuppelte Zwischenprodukt (P) -A-B-C-D-CONH2 zu (P) -A-B-C-D-CN 
dehydratisiert wird. 



Schema III 



10 

(P) 
(P) 

15 (P) 
(P) 
(P) 



20 



H 



B 



OH H' 



•CN 



•CN 



^NH2 
^S-Alkyl 

: NH 



< 



< 



NH2 

NH 

NH2 



schema III beschreibt einen sehr eff izienten Weg zur Darstellung 
25 der Verbindungen I durch eine konvergente Synthase . Die ent- 
sprechend geschutzten Bausteine {P)-A-B-OH und H-C-D-CN werden 
miteinander gekuppelt und das entstandene Zwischenprodukt 
(P) -A-B-C-D-CN analog Schema I zum Endprodukt umgesetzt. 

30 Als N-terminale Schutzgruppen werden Boc, Cbz oder Fmoc, vorzugs- 
weise Boc eingesetzt, C-terminale Schutzgruppen sind Methyl, 
tert. -Butyl und Benzyl. Sind mehrere Schutzgruppen im Molekvil 
vorhanden, so mussen diese orthogonal zueinander sein, wenn sie 
nicht gleichzeitig abgespalten werden sollen. Enthalten die 

35 zwischenprodukte den Baustein C, sind Cbz- und Benzylschutz - 
gruppen ungeeignet. 

Die erforderlichen Kupplungsreaktionen sowie die ublichen 
Reaktionen der Schutzgruppeneinfuhrung und -abspaltung werden 
40 nach Standardbedingungen der Peptidchemie durchgefuhrt (siehe 
M. Bodanszky, A. Bodanszky "The Practice of Peptide Synthesis", 
2. Auflage, Springer Verlag Heidelberg, 1994), 



Boc -schutzgruppen werden mittels Dioxan/HCl oder TFA/DCM, 
45 Cbz -Schutzgruppen hydrogenolytisch oder mit HF abgespalten. 
Die verseifung von Ester funktionen erfolgt mit Li OH in einem 
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alkoholischen Losungsmittel Oder in Dioxan/Wasser . t-Butylester 
werden mit TFA gespalten. 

Die Reaktionen warden mittels DC kontrolliert , wobei iiblicher- 
5 weise folgende Laufmittel benutzt v^nirden: 



A. 


DCM/MeOH 


95:5 


B. 


DCM/MeOH 


9:1 


C. 


DCM/MeOH 


8:2 


10 D. 


DCM/MeOH/50 %ig HOAc 


40:10:5 


E. 


DCM/MeOH/50 %ig HOAc 


35:15:5 



Sofern sAulenchromatographische Trennungen erwahnt werden, waren 
dies Trennungen uber Kieselgel, fur die die oben genannten Lauf - 
15 mitt el verwendet wurden. 

Reversed phase HPLC Trennungen wurden mit Acetonitril/Wasser und 
HOAc Puffer durchgefuhrt . 

20 Die Ausgangsverbindungen lassen sich nach folgenden Methoden her 
stellen: 

Als Bausteine A werden fur die Alkylierung z.B. a-BromessigsSure 
tert. -butylester, p-Brompropionsciure- tert . -butylester , a-Brompro 

25 pionsfiure- tert, -butylester, 7-BrombuttersSure- tert . -butylester, 
a-Brombuttersaure- tert , -butylester, THP-geschutztes Bromethanol, 
THP-geschutztes Y-Brompropanol, a-Brom-7-butyrolacton, fur die 
reduktive Aminierung z.B. Dihydroxyaceton, Acetondicarbonsaure- 
di- tert. -butylester und fur die Michael -Addition z.B. Acrylsaure 

30 tert . -butylester , Methacrylsaure- tert. -butylester, Fumarsaure- 
tert . -butylester eingesetzt. Die genannten tert . -Butylester wer- 
den, soweit sie nicht kSLuflich zu erwerben sind, analog G. Uray, 
W. Lindner Tetrahedron 1988, 4357-62 aus den entsprechenden 

Carbonsauren hergestellt. 

35 

B- Bausteine: 

Fur die allgemeine und spezielle Synthese von AminosSuren stehen 
in der Literatur vielfcLltige Moglichkeiten zur Verfugung. Eine 
40 Ubersicht hierzu bietet u.a. Band E16d/Teil 1 - Houben-Weyl, 
S. 406 ff. 



Haufig eingesetzte Edukte waren Benzophenoniminessigsclureethyl - 
ester, Acetamidomalonsaurediethylester und Isonitrilessigsaure - 
45 ethylester. 
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Die Darstellung verschiedener Glycin-und Alaninderivate erfolgte 
2.B. ausgehend von Isonitrilessigsaureethylester und einem 
entsprechenden Keton bzw. Aldehyd (siehe H.-J. Pratorius, 
J. Flossdorf, M.-R. Kula Chem. Ber, 1975, JJlfi, 3079). 

5 

Die Synthesen von 2 -Norbonylglycin, Adamantylalanin, y-Methyl- 
cyclohexylalanin, 4-Isopropylcyclohex-l-yl-alanin, 4 -Methylcyclo- 
hex-l-yl-alanin und 4 -Methylcyclohex- 1-ylglycin wurden uber die 
entsprechenden 2 -Formylamino-acrylsSureethylester {U. Schollkopf 

10 und R. Meyer, Liebigs Ann. Chem. 1977, 1174) ausgehend von Iso- 
cyanessigsaureethylester mit den jeweiligen Carbonylverbindungen 
2-Norbornanon, 1-Formyladamantan, l-Formyl-l -methyl -cyclohexan, 
1 - Formyl - 4 - isopropyl - cyclohexan , 1 - Formy 1 - 4 - methyl - cyclohexan und 
4-Methylcyclohexanon nach folgenden allgemeinen Vorschriften 

15 durchgefuhrt: 

Allgemeine Arbeitsvorschrif t zur Synthese der 2 -Formyl aminoacryl • 
saureethylester 

20 Zu 100 mMol Kalium-tert.-butylat in 150 ml THF tropft man bei 0 
bis -10°C die Losung von 100 mMol isocyanessigsSureethylester in 
50 ml THF. Nach 15 min fugt man bei gleicher Tempera tur 100 inMol 
der entsprechenden Carbonylverbindung in 50 ml THF zu, laSt die 
Reaktionsmischung langsam auf RT ansteigen und zieht das Losungs- 

25 mittel am Rotationsverdampf er ab. Der Rucks tand wird mit 50 ml 
wasser, 100 ml Essigsaure und 100 ml DCM vermischt und das 
produkt mit DCM extrahiert. Die DCM-Phase wird uber Na2S04 ge- 
trocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampf er abgezogen. 
Die fast rein anfallenden Produkte konnen im Bedarfsfall saulen- 

30 chroma tographisch uber Kieselgel (Lauf mittel: Gemische aus Ether/ 
Petrolether) weiter gereinigt werden. 

Allgemeine Vorschrift der Aminosaurehydrochloride ausgehend von 
den 2-Formylamino-acrylsaureethylestern 

35 

100 mMol der 2 -Formylamino-acrylsaureethylester werden mit Pd/C 
(10 %) -Wasserstof f in 200 ml Eisessig bis zur vollstandigen 
Umsetzung hydriert. Dann wird der Katalysator abfiltriert, die 
Essigsaure so weit wie moglich am Rotationsverdampf er abgezogen 
40 und der Riickstand in 200 ml halbkonzentrierter Salzsaure 5 h zum 
Ruckflufl erhitzt. Man zieht die Salzsaure am Rotationsverdampf er 
ab, trocknet das Produkt bei SO^'C im Vakuum und wascht mehrmals 
mit Ether nach. Die Hydrochloride fallen als schwach gefSrbte 
Kristalle an. 



45 
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Ausgehend von 16,5 g (150 mMol) 2 -Norbornanon erhielt man 26,6 g 
2 -Norbonylglycin-hydrochlorid. Ausgehend von 19,7 g (120 mMol) 
1-Formyladamantan erhielt man 26,0 g Adamantylalanin-hydro- 
chlorid. Ausgehend von 12,6 g (100 mMol) 1 -Formyl- 1-inethyl -cyclo- 
5 hexan erhielt man 16,6 g Y-Methylcyclohexylalanin-hydrochlorid. 
Ausgehend von 16,8 g (150 mMol) 4 -Methylcyclohexanon erhielt man 
25,9 g (4 -Methyl) -cyclohexylglycin-hydrochlorid. 

Ausgehend von 15 g trans -1 -Formyl -4 -me thylcyclohexan erhielt man 
10 18 g trans-4-Methylcyclohex-l-yl-alanin-hydrochlorid. 

Ausgehend von 9 g 3, 3 -Dimethyl -1-formylcyclohexan erhielt man 
10 g 3,3-Dimethylcyclohex-l-yl-alaninhydrochlorid. 

15 Der fur die Synthese bendtigte Aldehyd, 1 -Formyl -3 , 3 -dimethyl - 
cyclohexan, wurde in Anlehnung an Moskal und Leusen (Rec. Trav. 
Chim. Pays-Bas 1987, IM., 137-141) dargestellt: 

Fine Ldsung von n -Butyl -lithium in n-Hexan (72 ml, 115 mmol) 

20 wurde innerhalb von 10 min bei "60°C zu einer geruhrten Losung 
von Diethylisocyanomethylphosphonat (17 ml, 105 mmol) in 280 ml 
wasserfreiem Diethylether getropft. Die entstandene Suspension 
wurde 15 min bei -60oc nachgeruhrt und innerhalb von 10 min mit 
einer Ldsung von 3,3-Dimethylcyclohexanon (13 g, 105 mmol) in 

25 100 ml wasserfreiem Diethylether versetzt, wobei die Tempera tur 
unter -45^0 gehalten wurde. Man lieS das Reaktionsgemisch auf O^^C 
kommen, ruhrte 90 min bei dieser Temperatur und gab vorsichtig 
150-200 ml 38 %ige wSfirige SalzsSure hinzu. Zur vollst^ndigen 
Hydrolyse wurde 15 h lang bei Raumtemperatur heftig gerlihrt. Man 

30 trennte die organische Phase ab, wusch sie mit je 200 ml Wasser, 
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung und gesattigter 
Natriumchlorid- Losung. Man trocknete uber Magnesiumsulf at , 
f iltrierte ab und engte am Rotationsverdampf er ein, um die 
Losungsmittel zu entfernen. Der erhaltene Riickstand wurde ohne 

35 weitere Reinigung als Ausgangsmaterial fiir die Synthese der 
Aminosaure eingesetzt. 

Boc- (D) -a - methyl -cyclohexylalanin: 

40 3,4 g (12,2 mMol) Boc- (D) -a-Methyl -Phe-OH wurden in 100 ml MeOH 
bei SO^C in Gegenwart von 250 mg 5-%igem Rh auf AI2O3 24 h bei 
10 bar mit Wasserstoff hydriert. Man erhielt nach Filtration und 
Abziehen des Losungsmittels 2,8 g Boc- (D) -a-Methyl -Cha -OH. 



45 iH-NMR (DMSO-d^, 6 in ppm) : 12 (sehr breites Signal, COOH) ; 
1,7-0,8 (25 H; 1,35 (s, Boc), 1,30 (s,Me)) 



wo 98/06740 PCT/EP97/04105 

Boc- (3-Ph) -Pro-OH wurde analog einer Vorschr^t von J.Y.L. Chung 

et al. (J.y.L. Chung et al. J.Org.Chem. 1990, li, 270) synthe- 
tisiert. 



5 Darstellung von Boc- (D,L) -Dch-OH: 

BOC- (D.L) -Dpa-OH (immol) wurde in 12 ml MeOH zusanmen mit kataly- 
tischen Mengen von 5 % Rh/AlzOa bei 5 bar hydriert. Nach Filtra- 
tion und Entfernen des Solvens im Vakuutn erhielt man das Produkt 
10 in quant itativer Ausbeute. 

Darstellung von H- (D, L) -Chea-OH: 

4,0 g Cycloheptylmethylmethansulfonat (19,39 mMol) . hergestellt 
15 aus Cycloheptylmethanol und MethansulfonsSurechlorid, vnirden 
zusammen rait 4,9 g Benzophenoniminglycinethylester (18,47 mMol), 
8,9 g trockenem fein gepulvertem Kaliumcarbonat (64,65 mMol) und 
I'g Tetrabutylatnmoniumbromid (3 mMol) in 50 ml trockenera Aceto- 
nitril 10 h in Inertgasatmosphare auf Ruckflufi erhitzt. Danach 
20 wurde das Kaliumcarbonat abfiltriert, das Filtrat zur Trockene 
eingedampft, und das Rohprodukt direkt mit 20 ml 2N Salzsaure in 
40 ml Ethanol 1,5 h unter Ruhren bei RT hydrolisiert. Nach Ver- 
dOnnen der Reaktionslosung wurde mit Essigester im sauren Bereich 
Benzophenon extrahiert, anschliefiend im alkalischen Bereich 
25 (pH = 9) H- (D,L) -Chea-OEt mit DCM extrahiert, die Losung liber 
Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert. Ausbeute 3,7 g a 95 % 
der Theorie. 

Die Darstellung von (D) - (l,4-Cyclohexadien-l-yl)ala-0H erfolgte 
30 nach G. zivilichovsky, V. Gurvich J. Chem. Soc. Perkin Trans I 11 
(1995) 2509-15. 

Die Darstellung von H- (D, L) -p, p-MeaCha-OH erfolgte nach U. Sch611- 
kopf, R. Meyer, L. Ann. Chem. 1221. 1174-82. 
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Die genannten AminosSuren wurden nach allgemein bekannten Ver- 
fahren mit Di-tert. -butyl -dicarbonat in Wasser/Dioxan in die 
jeweils Boc-geschutzte Form Oberfahrt und anschliefiend aus Essig 
ester/Hexan-Gemischen umkristallisiert Oder sfiulenchromato- 
40 graphisch aber Kieselgel (Laufmittel: Essigester/Petrolether- 
Gemische) gereinigt. 



Die Boc-geschiitzten AminosSuren wurden als B-Bausteine ent- 
sprechend Schema I eingesetzt. 
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Die genannten Aminosauren wurden als B-Bausteine teilweise auch 

in die entsprechenden Benzylester uberfuhrt, mit den entsprechend 

geschiitzten A-Bausteinen verknupf t und die verbindungen mit noch 

freier N-H-Funktion anschliefiend rait einer Boc-Gruppe geschutzt. 

5 Die Benzylestergruppe wurde abhydriert und der Baustein A-B-OH 

durch Kristallisation, Salzfailung bzw. Saulenchromatographie 

gereinigt. Diesef Weg ist exeraplarisch fvir tBuOOC-CH2- (Boc) (D) Cha 

nachfolgend beschrieben, 

10 Synthese von (D) -Cyclohexylalaninbenzylester : 

Eine Suspension von 100 g (481 mmol) D-Cyclohexylalanin-hydro- 
chlorid, 104 g (962 mmol) Benzylalkohol und 110 g (577 mmol) 
p-ToluolsulfonsSuremonohydrat in 2200 ml Toluol wurde am Wasser- 

15 abscheider langsam zum Riickflufi erhitzt. In einem Temperatur- 
bereich von 80-90°C beobachtete man Chlorwasserstof f entwicklung 
sowie das Au£16sen der Suspension zu einer klaren Losung, Als 
sich kein Wasser mehr abschied (ca. 4 h) , destillierte man 500 ml 
Toluol ab, liefl die Reaktionsmischung uber Nacht abkuhlen, 

20 filtrierte den entstandenen ROckstand ab und wusch zweimal mit je 
1000 ml Hexan nach. Der erhaltene Ruckstand (195 g) wurde sodann 
in 2000 ml Dichlormethan auf geschlammt , mit 1000 ml Wasser 
versetzt und unter Riihren durch sukzessive Zugabe von 50 %iger 
Natronlauge auf pH 9-9,5 eingestellt. Man trennte die organische 

25 Phase ab, wusch sie zweimal mit je 500 ml Wasser, trocknete sie 
liber Natriumsulf at, filtrierte vom Trockenmi ttel ab und engte das 
Filtrat ein, wodurch man 115 g (94 %) des Produktes als helles 01 
erhielt . 

30 N- (tert. -butyloxycarbonylmethyl) - (D) -cyclohexylalaninbenzylester: 

115 g (440 mmol) (D) -Cyclohexylalaninbenzylester wurden in 
2000 ml Acetonitril geldst, bei Raumtemperatur mit 608 g 
(4,40 mol) Kaliuracarbonat und 94 g (484 mmol) Bromessigsaure- 

35 tert. -butylester versetzt und 3 Tage bei dieser Temperatur 

geruhrt. Man filtrierte vora Carbonat ab, wusch mit Acetonitril 
nach, engte die Mutterlauge ein (30°C, 20 mbar) , nahm den Ruck- 
stand in 1000 ml Methyl- tert , -butylether auf und extrudierte 
die organische Phase mit 5 %iger Zitronensaure und gesattigter 

40 Natriumhydrogencarbonat-L6sung. Man trocknete die organische 

Phase toer Natriumsulf at , filtrierte vom Trockenmittel -ab, engte 
ein und setzte das erhaltene 01 (168 g) direkt in die folgende 
Reaktion ein. 
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N-Boc-N- (tert. -butyloxycarbonylmethyl) - (D) -cyclohexylalaninben- 
zylester : 

Das in vorheriger Synthase erhaltene 01 (168 g, 447 mmol) wurde 
5 in 1400 ml Acetonitril gelost, mit 618 g (4,47 mol) Kalium- 
carbonat-Pulver und 107 g (492 mmol) Di- tert. -butyldicarbonat 
versetzt und 6 Tage bei Rauratemperatur gerdhrt. Man saugte das 
Kaliumcarbonat ab, wusch mit ca. 1000 ml Acetonitril nach und 
engte das Filtrat ein. Man erhielt 230 g des gewunschten 
10 products. 

N-Boc-N- (tert. -butyloxycarbonylmethyl) - (D) -cyclohexylalanin- 
cyclohexylammoniumsalz : 

15 115 g N-BOC-N- (tert. -butyloxycarbonylmethyl) - (D) -cyclohexyl- 
alaninbenzylester wurden in 1000 ml reinem Ethanol ^elost und 
bei 25-30OC in Gegenwart von 9 g 10 %igem Pd auf Aktivkohle 2 h 
bei Normaldruck mit Wasserstoff hydriert. Nach Filtration und 
Entfernen des Ldsungsmittels am Rotationsverdampf er erhielt man 

20 100 g (260 mmol) eines gelben Ols, das man in 1600 ml Aceton 
aufnahm und zum RiickfluB erhitzte. Man entfernte das Heizbad 
und gab liber einen Tropf trichter zugig elne L6sung von 27 g 
(273 mmol) Cyclohexylamin in Aceton hinzu. Beim Abkiihlen der 
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur kristallisierte 

25 wQnschte Salz aus. Man filtrierte den Feststoff ab, wusch mit 
ISo ml Aceton nach und kristallisierte zur endgultigen Reinigung 
noch einmal aus Aceton urn. Nach Trocknung des Ruckstandes im 
vakuumtrockenschrank bei SO-C erhielt man 70.2 g des gewunschten 
Salzes als weiBes Pulver. 

Das als C-Baustein eingesetzte (L) -3,4-Dehydroprolin ist kauflich 
zu erwerben, die (D,L) -4, S-DehydropipecolinsSure laflt sich 
J org, Chem. 2i (i960), 489 oder C. Herdeis. W. Engel 
Arch. Pharm. 22S. (1993), 297 herstellen und anschlieSend mit 
35 B0C2O in Boc(D,L) -Dep-OH uberfuhren. 

Die Synthese der D-Bausteine ist in DE 444 33 90 beschrieben. 
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Beispiel 1 

N-Hydroxycarbonyl- methyl en- (D) -cyclohexylalanyl- 3 , 4 -dehydro- 
prolyl - (4 -amidino) -benzylamid: 

5 

Boc - 3 , 4 -Dehydroprolyl - 4 - cyanobenzylamid ; 

Boc-3/4-Dehydroprolin (4|7 g, 22,0 mmol) und 4 -Cyanobenzylamin 
(4,1 g, 24,2 mmol; DE 444 33 90) wurden in Dichlormethan (25 ml) 

10 gel6st. Die Ldsung wurde auf 0°C gekiihlt und mit Ethyldiisopropyl - 
amin (26,4 ml, 154 mmol) versetzt. AnschlieBend wurde 50 %ige5 
Propanphosphons^ureanhydrid in EssigsSureethylester (23,3 ml, 
110 mmol) langsam zugetropft, Es wurde 1 h bei 0°C und 30 min 
bei Raumtemperatur nachgeruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 

15 Dichlormethan verdiinnt und mit verd\innter Natriumhydrogensulf at- 
losung (3 x) , verdiinnter Natriumhydrogencarbonatlosung (3 x) , 
gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen. Nach Trocknen uber 
Natriumsulfat wurde im Wasserstrahlvakuum eingeengt. Man erhielt 
7, 47 g Rohprodukt. 

20 

3,4- Dehydroprolyl - 4 - cyanobenzylamid : 

Das aus dem vorangegangenen Versuch erhaltene Rohprodukt von 
Boc- 3, 4 -Dehydroprolyl -4 -cyanobenzylamid (7,47 g) wurde in 

25 Dichlormethan (88 ml) gelost und mit etherischer Salzsclurelosung 
(88 ml, 5 M) versetzt. AnschlieBend wurde 1,5 h bei Raum- 
temperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Wasserstrahlvakuum 
abdestilliert. Der Ruckstand wurde 2 x mit Dichlormethan versetzt 
und das Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum erneut abdestilliert. 

30 AnschlieBend wurde 2 x mit Diethylether ausgeriihrt. Man erhielt 
5,32 g Rohprodukt. 

N- (tert. -Butoxycarbonyl-raethylen) - (N-BOC) - (D) -cyclohexylalanyl - 
3,4- dehydroprolyl - 4 - cyanobenzylamid: 

35 

tBuOOC-CH2- (Boc) - (D) -Cha-OH (7,59 g, 19,68 mmol) und H-Pyr-4- 
cyanobenzylamid (5,19 g, 19,68 mmol) wurden in Dichlormethan 
(100 ml) gel6st und mit Ethyldiisopropyl amin (12,72 g, 98,4 mmol) 
versetzt. Die L6sung wurde auf 0°C gekuhlt und 50 %ige Propan- 

40 phosphons^ureanhydrid in EssigsSureethylester (20 ml) in 20 min 
zugetropft nach 3 h Ruhren bei O-IO^C wurde mit Dichlormethan 
(100 ml) verdCnnt, mit 10 %iger Natriumhydrogensulf atldsung 
(3 x) , gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung (2 x) und Wasser 
gewaschen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat wurde das Losungs- 

45 mittel im Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Man erhielt 13,28 g 
als leicht braunliches 6l. 
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N- (tert. -Butoxycarbonyl-methylen) - (N-Boc) - (D) -cyclohexylalanyl- 
3 , 4 -dehydroprolyl -4 - aminothiocarbonylbenzylamid': 

Das aus dem vorangegangenen Versuch erhaltene Rohprodukt von 
5 t-BuOOC-CH2- (Boc) - (D) -Cha-Pyr-4-cyano-benzylainid (13,28 g) wurde 
in Pyridin (70 ml) und Triethylamin (12 ml) gelost, auf 0<=>C 
gekiihlt und die Losung mit Schwef elwasserstof f gesSttigt (Losung 
f^rbte sich griin) . AnschlieBend wurde 48 h bei Raumtemperatur 
geruhrt. Der uberschussige Schwef elwasserstof f wurde mit Stick- 

10 stoff verdrangt und das Loungsmittel im Wasserstrahlvakuum 

abdestilliert. Der Ruckstand wurde in Diethylether gel6st und 3 x 
mit 20 %iger Natriumhydrogensulf atl6sung, gesattigter Natrium- 
hydrogencarbonatlosung (2 x) ^md Wasser gewaschen. Nach Trocknen 
uber Natriumsulfat wurde das L6sungsmittel im Wasserstrahlvakuum 

15 abdestilliert- Das Rohprodukt (14,3 g) wurde mittels Flash- 
chromatographie (Kieselgel, Gradient von Dichlormethan bis 
DichlormethanrMethanol = 50:1) gereinigt. Ausbeute: 13,3 g 
(leicht losungsmittelhaltig) • 

20 N- (tert. -Butoxycarbonyl-methylen) - (N-Boc) - (D) -cyclohexylalanyl - 
3,4- dehydroprolyl - 4 - S - methyl imiinocarbonylbenzylamid : 

Das aus dem vorangegangenen Versuch erhaltene t-BuOOC-CH2- (Boc) - 
(D) -Cha-Pyr-aminothiocarbonyl-benzylamid (13,3 g) wurde in 
25 Dichlormethan (135 ml) mit Methyliodid (7,97 ml, 126,90 mmol) 
verse tzt. Nach 24 h Riihren bei Raumtemperatur wurde das L6sungs- 
mittel im wasserstrahlvakuum abdestilliert. Man erhielt 15,73 g 
eines leicht gelblichen 6ls, 

30 N- (tert. -Butoxycarbonyl-methylen- (N-Boc) - (D) -cyclohexylalanyl- 
3,4- dehydroprolyl - 4 - amidinobenzylamid : 

Das aus dem vorangegangenen Versuch erhaltene Rohprodukt von 
t-BuOOC-CH2- (Boc) - (D) -Cha - Pyr -4 - S -methyliminocarbonyl -benzylamid- 

35 hydroiodid (15,73 g) wurde in Acetonitril (1290 ml) gel6st und 
mit Ammoniumacetat (3,25 g, 42,3 mmol) versetzt. Anschliefiend 
wurde 1,5 h auf 50°C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde im 
Wasserstrahlvakuum eingeengt und mit Dichlormethan versetzt. Die 
ausgefallenen Salze wurden abfiltriert und das Filtrat im Wasser - 

40 strahlvakuum eingeengt, Man erhielt 15,17 g eines gelblichen 
Schaumes. Das Rohprodukt wurde uber einen lonenaustauscher 
(Fluka, Bestell-Nr. 00402, Acetat auf polymerem Trager) in das 
Acetatsalz uberfuhrt. Ausbeute: 13,3 g. 
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N- (Hydroxycarbonyl -methylen) - (D) -cyclohexylalanyl-3, 4 -dehydro- 
prolyl- (4-amidino) -benzylamid: 

t-BuOOC-CH2- (Boc) - (D) -Cha-Pyr-4-amidino-benzylamid-hydroacetat 
5 (13,3 g) wurde in Dichlormethan (200 ml) gelost und mit 
etherischer HCl (45 ml) versetzt. Nach 2 h Riihren bei Raum- 
temperatur wurde im Wasserstrahlvakuum bis zur Trockene ein- 
gedampft. Der Ruckstand wurde 2 x mit Dichlormethan versetzt 
und das L6sungsmittel im Wasserstrahlvakuum abdestilliert . Man 
10 erhielt 11,6 g Rohprodukt. 

Ein Teil des Rohprodukts (3 g) wurde uber einen lonenaustauscher 
(Fluka, Bestell-Nr. 00402, Acetat auf polymerem Trager) in das 
Acetatsalz iiberfuhrt. Das so erhaltene Produkt (2,9 g) wurde 

15 mittels Flashchromatographie gereinigt (Kieselgel, Gradient von 
Dichlormethan :Methanol =4:1 uber Dichlormethan rMethanol : 50 %ige 
Essigsaure = 40:10:2 bis Dichlormethan :Methanol : 50 %ige Essig- 
saure = 35:15:5). Man erhielt ein gelbliches 01, das in Wasser 
gel6st wurde. Nach Filtration wurde das Filtrat gefrier- 

20 getrocknet. Ausbeute: 2,13 g eines farblosen Feststoffes. 
FAB-MS (M+H*) : 456. 

Analog Beispiel 1 wurden hergestellt: 

25 2. N- (Hydroxycarbonyl -methylen) - (D) -cyclohexylglycyl-3,4- 
dehydroprolyl- (4-amidino) -benzylamid: 

FAB -MS (M+H*) : 442 

30 3. N- (Hydroxycarbonyl -methylen) - (D,L) -cycloheptylalanyl-3, 4- 
dehydroprolyl- (4-amidino) -benzylamid: 

FAB-MS (M+H^) : 470 

35 4. N- (Hydroxycarbonyl -methylen) - (D) -tert. -butylalanyl-3,4- 
dehydroprolyl- (4-amidino) -benzylamid: 

FAB-MS (M+H+) : 430 

40 5. N- (Hydroxycarbonyl -methylen) - (D) -cyclohexylalanyl-4, 5- 
dehydro-pipecolyl• (4-amidino) -benzylamid: 

FAB-MS (M+H^) : 470 



45 Die antithrombotische Wirkung der neuen Verbindungen wurde am 
arteriovenosen Shunt an der Ratte gezeigt. In diesem Experiment 
dient eine Glaskapillare in einem arteriovendsen Shunt als kunst- 
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liche thrombogene Oberflache und lost eine Thrombose aus. Die 
narkotisierte (Urethan 25 %, 2 x 8 mg/kg i.p.) Ratte wird in 
Ruckenlage auf einer temper ierten (37oc) WSrmebank fixiert. In die 
freipraparierte rechte A. carotis und V. jugularis werden kurze 
5 Polyethylene -Katheter (Portex, PE 50) implantiert, mit physiol. 
NaCl-Ii6sung gefullt und durch Klemmen verschlossen. Die freien 
Enden der Katheter werden durch eine 20,0 mm lange Glaskapillare 
(Innendurchmesser 1,0 mm) verbunden, die als thrombogene Ober- 
flache wirkt. Die Applikation der Prufsubstanz kann i.v., s.c, 
10 p.o. Oder als Infusion erfolgen. Nach der gewiinschten Inkuba- 
tionszeit mit der Prufsubstanz oder Ldsungsmittel (Kontrolle) 
wird der Shunt durch Entfernen der Klemmen ge6ffnet. Der Blut- 
strom durch den Shunt fuhrt zu einem schnellen Anstieg der Shunt- 
teraperatur, die an der Mitte der Glaskapillare gemessen wird* 
15 Die Erhohung von Raumtemperatur auf Korpertemperatur ist ein 

Indikator fur die Durchgangigkeit des Shunts. Die Temperatur wird 
bis zum VerschluS des Shunts kontinuierlich auf gezeichnet. Bei 
fiffnung des Shunts und am Ende des Experiments werden zusitzlich 
Blutproben zur Bestimmung der anti-FIIa-Aktivitat im Plasma ent- 
20 nommen. 

Pharmakokinetik und Gerinnungsparameter in Hunden 

Die Testsubstanzen werden unmittelbar vor der Verabreichung an 
25 wache Mischlingshunde in isotonischer Salzlosung gel6st. Die 
Applikatlonsvolumina betragen 0,1 ml/kg fur die intravendse 
Bolus- In jektion und 1 ml/kg fur die orale Verabreichung, die per 
Schlundsonde erfolgt. Vor sowie 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 
180, 240, 300 und 360 min Ibei Bedarf nach 420, 480 min und 24 h) 
30 nach intravenoser Applikation von 1,0 mg/kg bzw. vor sowie 10, 
20, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 480 min und 24 h nach oraler 
Gabe von 4,64 mg/kg werden Proben ven6sen Blutes (2 ml) in 
Citrat-R6hrchen genommen. Direkt nach der Probennahme wird die 
Ecarinzeit (ECT = ecarin clotting time) im Ganzblut bestimmt. 
35 Nach der Preparation des Plasmas durch Zentrif ugation werden die 
Plasma -Thrombinzeit und die aktivierte partielle Thromboplastin- 
zeit (APTT = aktivated partial thromboplastin time) mit Hilfe 
eines Koagulometers bestimmt. 

40 ZusStzlich werden die anti-F Ila-Aktivitat (ATU/ml) und die 
Konzentration der Substanz durch ihre anti-F Ila-Aktivitit im 
Plasma mittels chroraogenem (S-2238) Thrombin -As say bestimmt, 
wobei Eichkurven rait r-Hirudin und der Testsubstanz eingesetzt 
wurden. 
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Die Plasmakonzentration der Testsubstanz ist Grundlage zur 
Berechnung der pharmakokinetisuhtixi Pciiciniecer : Zeit der maxinicilen 
Plasmakonzentration (Tmax), maximale Plasmakonzentration; 
Plasma-Halbwertzeit, To, 5; Flache unter der Kurve (AUC) ; 
5 resorbierter Teil der Testsubstanz (F) . 



Ger innungs - Parameter : 



Ecarinzeit (ECT = ecarin clotting time) : 100 |il citratbehandeltes 
10 Blut warden 2 min bei 37oc in einem Koagulometer inkubiert (CL 8, 
Kugel-Typ, Bender & Hobein, Munchen, BRD) . Nach Zugabe von 100 fil 
vorgewSrmtem (37^C) Ecarin -Reagenz (Pentapharm) wird die Zeit bis 
zur Bildung eines Fibrin-Clots bestimmt. 

15 Aktivierte Thromboplastinzeit (APTT = activated thromboplastin 
time) : 50 |il citratbehandeltes Plasma und 50 fil des PTT-Reagenzes 
(Pathrombin, Behring) werden gemischt und 2 min bei 37oc in 
einem Koagulometer inkubiert (CL 8, Kugel-Typ, Bender & Hobein, 
Munchen, BRD) . Nach der Zugabe von 50 |il vorgewarmtem {37oc) 

20 Calciumchlorid wird die Zeit bis zur Bildung eines Fibrin-Clots 
bestimmt. 

Thrombinzeit (TT) : 100 |il citratbehandeltes Plasma wird 2 min 
bei 37°C in einem Koagulometer inkubiert (CL 8, Kugel-Typ, 
25 Bender & Hobein, MOnchen, BRD) , Nach der zugabe von 100 |il 

vorgewarmtem (37^0 Thrombin -Reagenz (Boehringer Mannheim) wurde 
die Zeit bis zur Bildung eines Fibrin-Clots bestimmt. 

In diesen Versuchen zeigten die neuen Verbindungen eine gute 
30 Wirkung. 
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1, verbindungen der Formel I 



5 



10 



15 



25 



30 



35 



R2 R4 R5 

T 

R3 r6 CO I' 



Rl - ( CH2 ) m- C - ( CH2 ) n - N - C- CO - N ^ ( CH2 ) 1 




worin die Reste R, Ri, R2, R3, R^ R^ und R^ sowie 1, m und n 
20 folgende Bedeutungen besitzen: 



1 0 Oder 1, 



m 
n 



R5 



0, 1 Oder 2, 
0,1 Oder 2, 
R H Oder Ci.4-Alkyl-, 

Ri HOOC-, Ci,6-Alkyl-0OC-, Benzyl-OOC- oder -OH, 

r2 Ci-4-Alkyl- Oder Ri-(CH2)m-# 

r3 h- Oder Ci.4-Alkyl-, welches durch -OH oder -COOH 

substituiert sein kann, 
r4 H-, Ci.4-Alkyl-, H00C-Ci.4-alkylen-, 

Ci.8-Alkyl-, Cycloalkyl- (CR6R9)r-, (r = 0 oder 1, 
r8, r9 = Cycloalkyl- oder Ci.4-Alkyl-) i worin 
bis 2u vier CH2-Gruppen des Cycloalkylrestes unab- 
h^ngig voneinander durch CR^orii (R^^ = H-oder 
Ci.4-Alkyl-, Rii = Ci.4-Alkyl-) und/oder die an 
CR^R^ gebundene CH-Gruppe des Cycloalkylrestes 
durch CRi2 (Ri2 = Ci.4-Alkyl-) ersetzt sein konnen 
und/oder eine oder zwei C-C-Einf achbindung (en) im 
Ring durch eine C=C-Doppelbindung ersetzt sein 
40 k6nnen, 

r6 Ci.4-Alkyl- Oder 



r4 und r5 zusammen -CH2-CH2-CH(R7) - , (R*^ = Phenyl- oder 
Cyclohexyl- ) 

45 
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r2 und R5 zuscunmen -CH2-CH2- oder -CH2-CH2-CH2- 1 worin ein 
Wasserscotfatom durch Ci.4-Aikyi-, Phenyl- oder 
Cycloalkyl- ersetzt sein kann, 

5 sowie deren Salze mit physiologisch vertr^glichen Sauren. 



2. Verbindungen der Forrnel I gera^B Anspruch 1 zur Verwendung bei 
der Bekampfung von Krankheiten* 

10 3. Verwendung der Verbindungen der Forrnel I gemafi Anspruch 1 zur 
Herstellung von Arzneimitteln gegen; 



• Krankheiten, deren Pathomechanismus direkt oder 
indirekt auf der proteolytischen Wirkung von 

15 Thrombin beruht, 

• Krankheiten, deren Pathomechanismus auf der 
thrombinabhangigen Aktivierung von Rezeptoren 
und Signaltransduktionen beruht, 

• Krankheiten, die mit Stimulation oder Inhibition 
20 von Genexpressionen in Korperzellen einhergehen, 

• Krankheiten, die auf der mitogenen Wirkung von 
Thrombin beruhen, 

• Krankheiten, die auf einer thrombinabhangigen 
Kontraktilitats- und Permeabilit^tsveranderung 

25 von Epithelzellen beruhen, 

• thrombinabhangige, thromboembolische Ereignisse, 

• disseminierte intravasale Koagulation, 

• Reokklusion und zur Verkurzung der Reperf usions- 
zeit bei Komedikation mit Thrombolytika, 

30 • das Auftreten von fruher Reokklusion und spater 

Restenosierung nach PTC A, 

• die thrombinabhangige Proliferation von Glatt- 
muskelzellen, 

• die Akkumulation aktiven Thrombins im 2NS, 

35 • das Tumorwachstum sowie gegen die Adhasion und 

Metastasierung von Tumorzellen. 



4. Verbindungen der Forrnel I gemaB Anspruch 1 zur Beschichtung 
von Oberflachen. 

40 

5 . Verwendung der Verbindungen der Forrnel I gemaB Anspruch 1 zur 
Herstellung von Arzneimitteln gegen: 



45 



• Krankheiten, deren Pathomechanismus direkt oder 
indirekt auf der proteolytischen Wirkung von Ki- 
ninogenasen, insbesondere Kallikrein beruht, 
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• Entzilndungskrankheiten wie Asthma, Pankreatitis, 

ren Krankheiten, bei denen Kallikrein eine Rolle 
spielt . 

5 

6. Verbindungen enthaltend ein strukturelles Fragment der Formel 



10 J— N (CH2)i R 

CO NH CH2 -\_)~-^ 

NH2 

15 

worin 1 = 0 oder 1 und R = H- Oder Ci-^-Alkyl- bedeutet. 
7 . Verbindungen der Formel 

20 

r2 R4 R5 



Rl-(CH2)m-C -(CH2)„-N-C-C0 - N^{CH2)i 
25 r3 r6 




30 

worin die Reste R, Ri, R^, r3, R*. R5 und R« scwie 1, m und n 
die in Anspruch 1 genannten Bedeutungen besitzen. 

35 8. Verbindungen der Formel 



y- N (CH2)i 

T /rK III. 



40 



CO — NH — CH2-(' y— CN 
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worin 1 und R die Bedeutung gemSB Anspruch 1 besitzt und Y 
eine N- Schutzgruppe, eine N- terminal geschutzte oder unge- 
schiitzte Aminosaure oder H- bedeutet. 
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